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(54) Bezeichnung: VERBINDUNGEN VON INSTABILEN DP IV-INHIBITOREN 



(57) Abstract 



The invention relates to compounds of unstable inhibitors of dipeptidyl peptidase IV (DP IV) which comprise general formula A-B-C, 
whereby A represents an amino acid, B represents the chemical bond between A and C or an amino acid, and C represents an unstable 
inhibitor of DP IV. Such compounds are used for treating altered glucose tolerance, glucosuria, hyperlipidemia, metabolic acidoses, diabetes 
mellitus, diabetic neuropathy, nephropathy, and secondary diseases in mammals caused by diabeteis. mellitus. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Verbindungen von instabilen Inhibitoren der Dipeptidyl Peptidase IV (DP IV), welche Verbindungen 
die allgemeineFormel A-B-C aufweisen, wobei A eine AminosSure, B die chemische Bindung zwischen A und C oder eine AminosSure, und 
C ein instabiler Inhibitor von DP IV ist, Derartige Verbindungen werden zur Behandlung von beeintrachtigter Glukosetoleranz, Glukosurie, 
Hyperlipidamie. metabolischen Azidosen, Diabetes mellitus, diabetischer Neuropathic und Nephropathie sowie von durch Diabetes mellitus 
venirsachten Folgeerkrankungen von Sflugem verwendet. 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 



J?"^^<^^n*»^z'emng von PCT-Vcrtragsstaaten auf den KopfbOgen der Schriften, die intemationale Anmeldungcn gemfiss dcm 



PCT vereffentlichen 



AL 


Aibanien 


ES 


Spanien 


I^ 


AM 


Annenien 


Fl 


Finnland 


LT 


AT 


Osteneich 


FR 


Frankreich 


LU 


AU 


Australien 


GA 


Gabun 


LV 


AZ 


Aserbaidschan 


GB 


Vereinigtes Kdnigreich 


MC 


BA 


Bosnien-Herzegowina 


GE 


Georgien 


MD 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


BE 


Belgten 


GN 


Guinea 


MK 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Griechenland 




BG 


Bulgarien 


HU 


Ungam 


ML 


BJ 


Benin 


IE 


Irland 


MN 


BR 


Brasilien 


IL 


Israel 


MR 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


CA 


Kanada 


IT 


Italien 


MX 


CF 


Zentralafrikanische Repablik 


JP 


Japan 


NE 


CG 


Kongo 


KE 


Kenia 


NL 


CH 


Schweiz 


KG 


Kirgisistan 


NO 


CI 


Cdte d'lvoiie 


KP 


Demokraiische Volksrepublik 


NZ 


CM 


Kamerun 




Korea 


PL 


CN 


China 


KR 


Republik Korea 


PT 


CU 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


RO 


cz 


Tschcchische Republik 


LC 


St. Lucia 


RU 


DE 


Deutschland 


U 


Liechtenstein 


SD 


DK 


Danemaik 


LK 


Sri Lanka 


SE 


EE 


Estland 


LR 


Liberia 


SG 



Lesotho SI 

Litauen SK 

Luxemburg SN 

Lettland SZ 

Monaco TD 

Republik MoWau TG 

Madagaskar TJ 
Die ehemaligc jugoslawische TM 

Republik Mazedonien TR 

Mali TT 

Mongolei UA 

Mauretanien UG 

Malawi us 
Mexiko 

Niger UZ 

Niederlandc VN 

Norwcgcn YU 

Neuseeland ZW 

Polen 

Portugal 

Rum^ien 

Russische Foderatton 
Sidan 
Schweden 
Sing^ur 



Slowenien 

Slowakei 

Senegal 

Swasiland 

Tschad 

Togo 

Tadschikistan 
Ttirkmenistan 
TQrkei 

Trinidad und Tobago 

Ukraine 

Uganda 

Vereinigte Staaten von 

Amerika 

Usbekistao 

Vietnam 

JugDslawien 

Zhnbabwe 



wo 99/67279 * PCT/EP99/04381 



Verbindungen von instabilen DP IV-Inhibitoren 

Die vorliegende Erfindung betrifft Verbindungen von instabilen 
Inhibitoren der Dipeptidyl Peptidase IV (DP IV), welche Ver- 
bindungen die allgemeine Formel A-B-C aufweisen, wobei 

A eine Aitiinosaure 

B die chemische Bindung zwischen A und C oder eine AminosSure, 
und 

C ein instabiler Inhibitor von DP IV ist. 

Es ist bekannt, dafi Aminoacyl Thiazolidide, Aminoacyl Pyrroli- 
dide, N-Dipeptidyl, 0-Acyl Hydroxylamine und andere Verbindun- 
gen als Inhibitoren des Serumenzyms Dipeptidyl Peptidase IV 
(DP IV) und analoger Enzyme wirken [vgl. DEMUTH, H.-U., J. En- 
zyme Inhibition 3, 249 (1990); DEMUTH, H.-U., HEINS, J., in 
Dipeptidyl Peptidase IV (B. Fleischer, Ed.) R.G, Landes, Bio- 
medical Publishers, Georgetown, 1995, 1-37]. 

Es wurde gefunden, dali mittels stabiler Inhibitoren der Dipep- 
tidyl Peptidase IV die T-Zell-vermittelte Immunantwort z. B. 
bei Transplantationen beeinfluBt wird [vergl. KOROM, S., 
DEMEESTER, I., STADLBAUER, T.H.W., CHANDRAKER, A., SCHAUB, M., 
SAYEGH, M.H., BELYAEV, A., HAEMERS, A., SCHARPE, S., KUPIEC- 
WEGLINSKI, J.W., Inhibition of CD26/dipeptidyl peptidase IV 
activity in vivo prolongs cardiac allograft survival in rat 
recipients, Transplantation 63, 1495 (1997)]. Weiter kann 
rheumathische Arthritis [vergl. TANAKA, S., MURAKAMI, T., HO- 
RIKAWA, H., SOGIURA, M. , KAWASHIMA, K. , SUGITA,T., Suppression 
of arthritis by the inhibitors of dipeptidyl peptidase IV, 
Int. J. Immunopharmacol . 19, 15 (1997)] unterdriickt werden 
kann . 

Es wurde weiter gefunden, dafi durch Verabreichung von stabilen 
Inhibitoren (Effektoren) der DP IV bzw. DP IV-analoger Enzym- 
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aktivitat im Blut eines SSugers, durch deren damit verbundene, 
temporare Aktivitatsreduktion, in kausaler Folge die endogenen 
(Oder zusatzlich exogen verabreichten) insulinotropen Peptide 
Gastric Inhibitory Polypeptide 1-42 {GIPi-42) und Glucagon-Like 
Peptide Amide-1 7-36 {GLP-I7-36) (o.a. GLP-I7-37 oder deren 
Analoga) durch DP IV- und DP IV-ahnliche Enzyme vermindert 
abgebaut werden und damit die Konzentrationsabnahme dieser 
Peptidhormone bzw. ihrer Analoga verringert bzw. verzOgert 
wird. Die durch die Wirkung von DP IV-Ef f ektoren erzielte, 
erh5hte Stabilitat der (endogen vorhandenen oder exogen 
zugeftihrten) Incretine oder ihrer Analoga, die damit vermehrt 
fiir die insulinotrope Stimulierung der Incretin-Rezeptoren der 
Langerhansschen Zellen im Pankreas zur VerfQgung stehen, ver- 
andert u.a. die Wirksarokeit von korpereigenem Insulin, was 
eine Stimulierung des Kohlehydratstof fwechsels des behandelten 
Organismus nach sich zieht- Als Resultat sinkt der Blutzucker- 
Spiegel unter die fur Hyperglykamie charakteristische Glukose- 
konzentration im Serum des behandelten Organismus. Dadurch 
konnen mittels DP IV - Inhibitoren Stof fwechselanomalien wie 
Ubergewicht, Glukosurie, Hyperlipid^mie sowie mogliche schwere 
metabolische Azidosen, Diabetes mellitus, die eine Folge lan- 
gerer, erhohter Glukosekonzentrationen im Blut sind, verhin- 
dert bzw. gemildert werden [vgl. DE 196 16 486]. 

Mit Hilfe von DP IV - Inhibitoren kann auch das Eindringen von 
HIV in CD 26 (DP IV) positive Zellen experimentell verhindert 
werden [vergl. WAKSELiyiAN, M., NGUYEN, C, MAZALEYRAT, J. -P., 
CALLEBAUT, C. , KRUST, B., HOVANESSIAN, A.G., Inhibition of 
HIV-1 infection f CD 26+ but not CD26- cells by a potent cy- 
clopeptidic inhibitor of the DPP IV activity of CD 26. Ab- 
stract P 44 of the 24^^ European Peptide Symposium 1996]. 

Weiterhin wurde f estgestellt , dali DP 'IV neuroaktive Peptide 
wie Neuropeptid Y und CLIP in ihrer Aktivitat modulieren kann 
[vergl. MENTLEIN, R. , DAHMS, P., GRANDT, D., KRUGER,R., Pro- 
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teolytic processing of neuropeptide Y and peptide YY by dipep- 
tidyl peptidase IV. Regul. Pept, 49, 133 (1993); WETZEL, W., 
WAGNER, T., VOGEL, d/, DEMUTH, H,-U., BALSCHUN, Effects of 

the CLIP fragment ACTH 20-24 on the duration of REM sleep epi- 
sodes. Neuropeptides, 31, 41 (1997)], 

Diese vielseitigen Wirkungen' von DP IV-Inhibitoren implizie- 
ren, dafJ sich ihre Wirkungen bei Anwendungen in einem bestinim- 
ten pathophysiologischen Zustand eines Gewebes auf andere, 
normale physiologische ZustSnde z.B. in anderen Organen aus- 
wirken konnen. Diese Auswirkungen konnen sowohl positive als 
auch negative Folgen fur den Zielorganismus haben.. 



Es ist daher die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Effekto- 
ren von DP IV bereitzustellen, die in bestimmten Zielgeweben 
Oder Zielorganen eine hohe Bioverf ugbarkeit von DP IV Inhibi- 
toren und eine genau definierte Wirkungsdauer aufweisen. 

Es war insbesondere die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, 
Inhibitoren von DP IV bereitzustellen, die bei einer hohen 
Bioverfugbarkeit eine kurze genau definierte Wirkungsdauer 
aufweisen. 

Diese Aufgaben werden durch die Bereitstellung von Verbindun- 
gen von instabilen Inhibitoren der Dipeptidyl Peptidase IV (DP 
IV) gelost, welche Verbindungen die allgemeine Formel A-B-C 
aufweisen, wobei 

A eine Aminosaure 

B die chemische Bindung zwischen A und C oder eine Aminosaure, 
und 

C ein instabiler Inhibitor von DP IV ist. 
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Stellt B eine Bindung dar, so ist es insbesondere eine Peptid- 
bindung; stellt B eine Aminosaure dar, so ist diese vorzugs- 
weise uber Peptidbindungen mit A und C verkntipft. 

Erf indungsgemaJi konnen diese Verbindungen als Inhibitoren von 
DP IV eingesetzt werden, wobei der Ort ihrer Wirkung, der 
Zeitpunkt des Wirkungseintritts und die Dauer der Wirkung ge- 
nau definiert werden kann: 

Bei ihrer Verabreichung werden die Verbindungen z.B. durch ge- 
eignete Enzyme gespalten und so die instabilen Inhibitoren "C" 
unter Abspaltung der Gruppen A-B freigesetzt. Die Freisetzung 
der Inhibitoren erfolgt dabei sowohl durch chemische als auch 
durch enzymatische Mechanismen. Beispielsweise dienen Estera- 
sen, Proteasen und Peptidasen zur Wirkstof f-Freisetzung aus 
erf indungsgemaiien Verbindungen. Derartige Esterasen, Proteasen 
etc. sind z.B. in den WO 97/45117, US 5433955, US 5614379, US 
5624894 offenbart. 

Die freigesetzten instabilen Inhibitoren kSnnen dann mit der 
vor Ort vorliegenden DP IV in Wechselwirkung treten und sie 
inhibieren. In kausaler Folge wird dadurch z.B. ein verminder- 
ter Abbau der vorstehend bezeichneten insulinotropeii Peptide 
erreicht und dadurch die Wirksamkeit von Insulin erhOht wird. 

Die Verabreichung von instabilen Inhibitoren der DP IV an sich 
hat sich zur Inhibierung von DP IV als nachteilig erwiesen, da 
sie sich in vivo sehr schnell zersetzen und somit eine 
gleichmafiige Verteilung der Inhibitoren insbesondere im 
menschlichen Organismen unmoglich ist. Insbesondere bei oraler 
Verabreichung sind derartige Inhibitoren so labil, daB sie 
nahezu wirkungslos bleiben. Daher wurden bisher insbesondere 
zur Behandlung von Diabetes meilitus stabile Inhibitoren 
eingesetzt. 
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Oberraschenderweise ist nun gefunden worden, dafi instabile In- 
hibitoren "C" dadurch ausreichend stabilisiert warden kSnnen, 
da& sie mit Gruppen der Formel A-B zu Verbindungen der Formel 
A-B-C maskiert werden. 

Diese Stabilisierung ist auch insofern liberraschendr als eine 
Verbindung der Formel A-B-C, die eine Carbonylmethylpyridini- 
umgruppe aufweist, am Pyridiniumstickstof f atom positiv geladen.. 
ist. Dadurch wird Uber die Methylengruppe ein Elektronenzug 
auf die Gruppe ausgeubt, die nach Abspaltung des Restes A-B 
das aktive, elektrophile Reaktionszentrum des Inhibitors dar- 
stellt, das mit dem nun f reigesetzten N-Terminus reagieren 
kann. Aufgrund der ,so bewirkten Aktivierung des Reaktionszen- 
trums ware zu erwarten gewesen, dalJ dessen Elektrophilie der- 
art gesteigert wlirde, dali an der Verbindung A-B-C unspezifisch 
Nukleophile andocken und der Inhibitor inaktiviert wird. tJber-' 
raschenderweise ist jedoch gefunden worden, daB eine derartige 
Inaktivierung der Inhibitoren nicht eintritt. 

Um mittels DP IV-Inhibitoren in solche physiologischen Regel- 
kreise einzugreif en, die nur eine kurzzeitige Beeinf lussung 
des Zielenzymes DP IV erfordern, werden erf indungsgemafi z.B. 
Inhibitoren als Komponente C bereitgestellt, die nur eine 
kurze Wirkungsdauer aufweisen und nach def inierbaren Halb- 
wertszeiten in inhibitorisch inaktive chemische Verbindungen 
iibergehen. 

Beispielsweise reicht fur die Verstarkung des Incretin-Ef f ek- 
tes bei Diabetes mellitus eine Wirkungsdauer der Inhibitoren 
von wenigen Minuten aus, wahrend z.B. die Suppression der DP 
IV-vermittelten Immunantwort bei Transplantationen eine lang- 
fristige Wirkung der Inhibitoren erfordert. 

Die erf indungsgemafi en instabilen Inhibitoren zyklisieren nach 
ihrer Freisetzung z.B. zu einem Piperazinderivat und werden so 
inaktiviert. Diese Reaktion erfolgt spontan und ist auf den 
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nukleophilen Angriff des N-terminalen Aminostickstof f s auf die 
C-terminale Carbonylfunktion des Dipeptid-Derivates zuriickzu- 
fiihren und wird durch die insbesondere in Prolin-haltigen Pep- 
tiden erleichterte cis-trans Isomerisierung urn die Aminosaure- 
Imidbindung erleichtert, 

Dariiber hinaus setzt dieser Zerf allsprozess erst dann ein, 
wenn die Verbindung das gewunschte Zielkoinpartiment , bei- 
spielsweise den Blutkreislauf erreicht und die gewunschte Wir- 
kung entfaltet. 

Diese Eigenschaften der erf indungsgemafien Inhibitoren kann er- 
f indungsgemSiIi zum Design von unterschiedlichen DP IV-Inhibito- 
ren geniitzt werden, um nach Freisetzung des DP IV-Inhibitors 
dessen nunmehr erwiinschte, zeitlich definierte Deaktivierung 
durch intramolekulare Zyklisierung einzuleiten. 

Insbesondere werden erf indungsgemSfi Verbindungen bevorzugt, in 
denen C ein Dipeptidderivat mit einer aktiven Carbonylgruppe 
am C-Terminus darstellt. Vorzugsweise stellt C eine Dipepti- 
dylchloralkylketon-, eine Dipeptidylboronsaure- oder eine Di- 
peptidylcyanidverbindung oder eine Dipeptidydpyridiniuinmethyl- 
ketoverbindung dar. Derartige Inhibitoren haben sich als be- 
sonders wirksame instabile DP IV-Inhibitoren herausgestellt . 

Gemaii einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Er- 
findung werden Verbindungen eingesetzt, in denen B Prolin, Hy- 
droxyprolin, Thiazolidincarbonsauref Dehydroprolin, 
Pipecolinsaure, Azetidincarbonsaure oder Aziridincarbonsaure 
ist, wobei Prolin und Hydroxyprolin besonders bevorzugt wer- 
den. 

Die erf indungsgemafien Verbindungen weisen dabei insbesondere 
auch den Vorteil auf, dafi die Inhibitoren der DP IV je nach 
individuellem Bedarf der Patienten freigesetzt werden: 
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Tritt eine erfindungsgemaJie Verbindung mit einem DP IV-Molekul 
in Wechselwirkung, so wird sie durch das Enzym in die Gruppen 
A-B und den Inhibitor C gespalten. Der Inhibitor C wird das DP 
IV-Molektil inhibieren, so daii es keine weiteren Verbindungen 
mehr aufspalten kann. Liegen weitere DP IV-Molekiile vor, so 
kommt es so lange zur Spaltung der Verbindungen (wenn eine 
ausreichende Menge an entsprechenden Verbindungen verabreicht 
wurde), bis das letzte DP IV-Molektil inhibiert ist. Die iibri- 
gen Verbindungen warden nicht zersetzt und stellen somit so 
lange ein Inhibitordepot dar, bis die Konzentration an DP IV- 
Molekiilen wieder ansteigt oder Inhibitormolektlle von der DP IV 
verdrangt warden bzw. Inhibitormolekiile eliminiert oder inak- 
tiviert werden und es wiederum zu einer Spaltung der erfin- 
dungsgemafien Verbindungen und somit zu einer Freisetzung von 
Inhibitoren kommt. 

Die Erfindung weist also den weiteren Vorteil auf, dali jeder 
Organismus genau die Menge an Inhibitor freisetzen wird, die 
zur Inhibierung der individuell in unterschiedlicher Menge 
vorliegenden DP IV notwendig ist. Liegt bei einem Patienten DP 
IV z.B. in hohen Konzentrationen vor, so wird eine grofie Menge 
an Inhibitor freigesetzt; liegt nur eine wenig erhohte Konzen- 
tration an DP IV vor, so wird nur eine geringe Menge an Inhi- 
bitor freigesetzt. 

Insbesondere werden Verbindungen bevorzugt, in denen A-B ein 
Dipeptid der Formal lie-Pro oder Gly-Pro ist. 

Die vorliegende Erfindung betrifft also neue Verbindungen von 
instabilen Inhibitoren der Serinpeptidase Dipeptidyl Peptidase 
IV, die zur Behandlung von verschiedenen Erkrankungen insbe- 
sondere von mit Diabetes mellitus im Zusammenhang stehenden 
Stoffwechselerkrankungen eingesetzt werden kSnnen. 
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Oberraschenderweise weisen derartige maskierte Inhibitoren ge- 
geniiber nicht maskierten Inhibitoren zusatzlich eine erheblich 
gesteigerte Wirksamkeit auf: Werden identische Mengen von un- 
maskierten Inhibitoren der DP IV und von erf indungsgemafien 
Verbindungen eingesetzt, so kommt es bei Wistarratten durch 
die erfindungsgemalien Verbindungen zu einer deutlichen Gluko- 
setoleranzverbesserung . 

Ein weiterer Vorteil der erfindungsgemalien Verbindungen be- 
steht darin, dali der Wirkungseintritt und auch die Wirkungs- 
dauer der DP IV- Inhibitoren durch geeignete Auswahl der Grup- 
pen A-B zeitlich gesteuert werden kann. Insbesondere hangt die 
Freisetzung der Gruppen A-B aus den erfindungsgemalien Verbin- 
dungen von der Natur des Aminosaurerestes von A ab: Bezuglich 
der Definition der Gruppe A wurde insbesondere folgende Rei- 
henfolge der Freisetzungsgeschwindigkeit der Reste A-B aus den 
Verbindungen A-B-C durch DP IV gefunden: 

Ile<Val<Phe<Pro<Ala<Gly. Die Geschwindigkeitskonstanten der 
entsprechenden DP IV-katalysierten Freisetzungen liegen zwi- 
schen 1 s"' und 100 s"' . Damit steht ein Mittel zur Verfiigung, 
die DP IV-Inhibitoren zeitlich exakt definiert f reizusetzen: 
Soli die Wirkung der Enzyme sofort, z.B. bei Aufnahme Glukose- 
reicher Nahrung eintreten, so wird eine Verbindung A-B-C ge- 
wahlt, die als Gruppe A z.B. die Aminosaure Gly aufweist; soil 
erst eine verzogerte Wirkung des Inhibitors eintreten, so kann 
als Gruppe A z.B. die Aminosaure He ausgewahlt werden. DP IV- 
Inhibitoren kannen durch die erfindungsgemalien Verbindungen 
also insbesondere nahezu verzogerungsf rei, z.B. nahezu gleich- 
zeitig mit auf genommenen Nahrungsmitteln durch die Dunndarmmu- 
cosa transportiert werden. 

Ferner kann auch der Freisetzungs- und Wirkungsort der DP IV- 
Inhibitoren durch die Art der Reste A-B gesteuert werden: 

Im Blut von Saugern liegen neben der Dipeptidyl Peptidase IV 
verschiedene andere Aminopeptidasen wie z. B. Pyroglutamyl 
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Aminopeptidase und Prolyl Aminopeptidase vor. Durch geeignete 
Auswahl der Reste A-B kann erf indungsgemaii festgelegt werden, 
durch welche Aminopeptidase der DP IV-Inhibitor freigesetzt 
werden soil und somit bestimmt werden, wo die Wirkung des In- 
hibitors eintreten soil- Die erf indungsgemaJJen Verbindungen 
Oder entsprechende pharmazeutische Zusammensetzungen konnen 
also auch zur zell-, gewebs- oder organspezif ischen Inhibie- 
rung von DP IV eingesetzt werden. Die Gruppen A-B konnen auch 
so ausgewahlt werden, dali nur solche Enzyme angesprochen wer- 
den, die nur vaskular prasent sind und die die Inhibitoren mit 
ausreichend hoher Geschwindigkeit freisetzen. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daJi durch die erfin- 
dungsgemaflen Verbindungen von instabilen DP IV-Inhibitoren in 
vollig ubberaschender Weise: 

1. Eine erhohte Wirkung der Inhibitoren erreicht werden kann; 

2. Die Freisetzung der Inhibitoren je nach Bedarf der Patien- 
ten erfolgen kann; 

3. Die Freisetzung der Inhibitoren aus den Verbindungen zeit- 
lich gesteuert erfolgen kann; 

4. Die Freisetzung der Inhibitoren aus den Verbindungen bezug- 
lich des Freisetzungsorts gesteuert werden kann; 

5. Ein Depot von DP IV-Inhibitoren bereitgestellt werden kann; 
und 

6. Die Wirkungsdauer bzw. das Wirkungsende der Initiatoren vom 
Zeitpunkt ihrer Demaskierung ab genau definiert werden 
kann. 

Erfindungsgemali werden aufierdem pharmazeutische Zusammenset- 
zungen insbesondere. zur oralen Verabreichung bereitgestellt, 
die dadurch gekennzeichnet sind, dali sie mindestens eine er- 
findungsgemSfie Verbindung gegebenenf alls in Kombination mit 
Ublichen TrSgern oder Hilfsstoffen enthalt. 
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Die erfindungsgemaBen Verbindungen Oder sie enthaltende phar- 
laazeutischen Zusammensetzungen konnen zur Behandlung oder Pro- 
phylaxe von Erkrankungen von Saugern eingesetzt werden, die 
durch Modulation der DP iV-Aktivitat eines Saugers behandelt 
werden kOnnen, wie z.B. von Stof fwechselerkrankungen von Men- 
schen . 

Insbesondere konnen sie zur Behandlung von beeintrSchtigter 
Glukosetoleranz, Glukosurie, Hyperlipidamie, metabolischen 
Azidosen, Diabetes mellitus, diabetischer Neuropathie und Ne- 
phropathie sowie von durch Diabetes mellitus verursachten Fol- 
geerkrankungen von SSugern eingesetzt werden. 

Durch die vorzugsweise kurze Wirkungsdauer der erfindungsgema- 
Ben instabilen Inhibitoren kann insbesondere eine Beeinflus- 
sung von Prozessen im menschlichen oder tierischeh Korper mi- 
nimiert oder verhindert werden, die eine langfristige Inhibie- 
rung von DP IV vorraussetzen wUrden. 
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Ausfuhrungsbeispiele 



Synthase von instabilen DP IV-Inhibitoren C und erfindungsge- 
mafien Verbindungen instabiler DP IV-Inhibitoren (A-B-C) 

Die Herstellung von instabilen DP IV-Inhibitoren C (entspre- 
chend der allgemeinen Formel A-B-C) wird durch die Beispiele 
1.1 und 1.2 belegt. Die Synthese einer erf indungsgemafien Ver- 
bindung instabiler DP IV-Inhibitoren durch das Beispiel 1.3. 
Die Ausgangsverbindungen, die jeweils korrespondiereden Pepti- 
dylchlormethylketone, warden nach bekannten Verfahren (WEIN- 
STEIN, B., Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, Pepti- 
des, and Proteins, Marcel Dekker, New York, Basel, 1977) her- 
gestellt. Die beispielhaft dargestellten Pyr idiniumme thy 1 keto- 
ne unter 1.1 und 1.2 sind als N-terminal geschUtzte Dipeptid- 
derivate aufierordentlich stabil und vollstSndig charakteri- 
sierbar. Die N-terrainal deblockierten Dipeptidderivate begin- 
nen bei normaler Luftfeuchte den intramolekularen Zersetzung- 
prozeli unmittelbar nach Deblockierung, so dalJ keine Schmelz- 
punkte bestimmbar sind. Die Charakterisierung der Produkte er- 
folgt mittels' HPLC und Massenspektrometrie . 



1.1. 



Synthese von H-Val-Pro-CH2- (N^CsHg) / CI" 



a) Z-Val-Pro-CH2-(N^C5H5) / CI" 



Strukturf ormel ; 




U (^^" ci- 



12 13 



Darstellung: 



10 mmol Z-Val-Pro-Chlormethylketon werden 
in Pyridin gelost und bei 25 "C 5 Tage ge- 
riihrt. Das uberschUssige Pyridin wird bei 
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2 mbar Vakuum abdestilliert . Das Z~Val- 
Pro-Pyridiniummethylketon wird noch einer 
HPLC-Reinigung unterzogen. Die Verbindung 
ist ein 01. 



Suinmenf ormel : 
Molmasse: 
Ausbeute: 
HPLC: 



C24H30N3O4CI 
459.97 Da 
45.8 % d. Th. 

Retentionszeit: 2.3 min, LiChrosper 100 
RP-18 (125-4), X = 220 nm, FluBrate 0.5 
ml/min, isochratisch 50 % Acetonitril in 
H2O (0.1 % TFA) 

Retentionszeit: 19.3 min, Nucleosil 7 Ce, 
X = 220 nm, FluBrate 8 ml/min, isochra- 
tisch 50 % Acetonitril in H2O (0.1 % TFA) 
^H-NMR (DMSO-de) 6h: 0.8-1.0 (6H, m, H12 u. H13) , 1-8-2.1 (3H, 

m, HuU. H16), 2.2-2.4 (2H, m, Hn) , 3.4-3.7 
(2H, m. His), 3.7-4.1 (2H, m, H20U. H21) , 
4.3-4.5 (IH, dd, 5 Hz, 8 Hz, H9) , 4.8-5.1 
(2H, m, H7), 5.8-6.2 (3H, m, Hi4, H19) , 7.2-. 
7.5 (5H, m, H2-H6,), 8.2-8.3 (2H, m, H22 u. 
H23), 8.6-8.7 (IH, m, H24) , 8.8-9.0 (IH, d, 
6 Hz, NH) 

"C-NMR (DMSO-de) 6c: 136.8 (Ci) , 127.9 (C2, C3) , 127.8 (€4,05), 

128.4 (Ce), 66.7 (C) , 156.3 (Cs) , . 57.9 
(C9), 170.8 (Cio)/ 29.7 (Cii), 18.5 (C12, 
C13), 63.7 (C14), 47.2 (Cis), 25.1 (Cie) , 
27.9 (C17), 200.3 (C18), 71.1 (C19) , 146.1 
(C20, C21), 128.3 (C22, C23), 146.4 (C24) 

MALDI-TOF-MS m/z: 424.6 Da (M+H% ohne Chloridanion) 



b) H-Val-Pro-CH2-(N*C5H5) / Cl" 



Strukturf ormel : 
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5 4 ^ n\^i6 



Darstellung: 



Summenf ormel: 
Molmasse :. 
Ausbeute: 
HPLC: 



MALDI-TOF-MS m/z; 



Die Z-Schutzgruppe wird von Z-Val-Pro-CH2- 
(N''C5H4) / CI" mittels HBr/eisessig in 5 
minutiger Reaktionszeit abgespalten, , 1-0 
rninol Z-geschutztes Peptid versetzt man mit 
2 ml HBr/Eisessig (33 %ig) und laBt es bei 
23 ""C ca. 10 min ruhren. AnschlieJiend wird 
im Vakuum eingeengt. Das Peptid wird als 
Hydrobromid mittels . Diethylether aus 
Methanol gefallt, abgesaugt und im Vakuum 
getrocknet. 
C16H24N3O2CI 
325.84 Da 
97.7 % d. Th. 

Retentionszeit: 7.4 min, LiChrosper 100 
RP-18 (125-4), X = 220 nm, FluBrate 0-5 
ml/min, isochratisch 50 % Acetonitril in 
H2O (0.1 % TFA) 

291.2 Da (M+H"", ohne Chloridanion) 



1.2. 



Synthese von H-Phe-Pro-CH2- (N'^CsHs) / CI" 



a) Z-Phe-Pro-CH2-(N^C5H5) / Cl" 



Strukturf ormel : 
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Darstellung: 



10 itimol Z-Phe-Pro-Chlormethylketon werden 
mit 2 ml Pyridin versetzt. Es wird 4 Tage 
bei 23 "C gerUhrt. Das Uberschiissige Pyri- 
din wird bei 2 mbar Vakuum abdestilliert . 
Das Rohprodukt wird Uber 60 g Kieselgel 
gereinigt. Im Eluat Chloroform/Methanol 
wird anfangs (9:1 Vol.-Teile) das Produkt 
und mit zunehmender Polaritat des Eluenten 
das Chlormethylketon aufgefangen, Z-Phe- 
Pro-Pyridiniummethylketon wird abschlie- 
Bend einer HPLC-Reinigung unterzogen. 



Suiranenf ormel : 
Molmasse: 
Ausbeute : 
HPLC: 



^H-NMR (DMSO-de) 6h 



C28H30N3O4CI 
508.01 Da 
69.6 % d. Th. 

Retentionszeit: 17 min, LiChrosorb RP 8 
(Hibar), \ = 220 nm, FluBrate 8.0 ml/min, 
isochratisch 50 % Acetonitril in H2O (0.1 
% TFA) 

Retentionszeit: 3.4 min, LiChrosper RP-8 
(125*4), 

>. = 220 nm, FlulSrate 1.5 ml/min, Gradient 
30-80 % Acetonitril in H2O (0.1 % TFA) in 

25 min 

Retentionszeit: 10.2 min, Nucleosil 7 Cs, ^ 
= 220 nm, Flulirate 8 ml/min, isochratisch 
50 % Acetonitril in H2O (0.1 % TFA) 
: 1.7-2.1 (4H, m, H20, H21) , 2.7-3.0 

(2H, m, Hn), 3.4-3.9 (2H, m, H19) , 4.4-4.6 
(IH, m, H9), 4.6-4.8 (2H, m, H24, H25) , 5.0- 
5.1 (2H, dd, H7), 5.7-5.8 (IH, d. His), 
5.9-6.1 (2H, dd, H23), 7.2-7.4 (lOH, m, Hz- 
Hs, Hi3-Hi-,), 8.6-8.8 (IH, dd, H28) , 8.2-8.3 
(2H, d, H26U. H27), 8.8-8.9 (IH, d, NH) 
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"C-NMR (DMSO-de) 6c: 136.8 (Ci), 127. 9 (C2, C3) , 127.6 

{C4,C5), 128.4 (Ce), 65.5 (C) , 156.3 (Ce) , 
54.1 (C9), 170.9 (Cio), 36.4 (Cn) , 137.6 

(C12), 126.6 (Ci3, C14), 128.4 (Ci5, Cie) , 
129.3 (C17), 63.1 (Cis), 46.9 {C19) , 25.1 

(C20)/ 27.6 (C21), 200.7 (C22)/ 66.3 (C23) / 
146.2 (C24, C25), 128.2 (C26, C27), 146.4 

(C28) 

MALDI-TOF-MS m/z: 472.8 Da (M+H*, ohne Chloridanion) 

b) H-Phe-Pro-CH2-{N*C5H5) / CI" 
Strukturf ormel : 



H,M 




Darstellung: 



Summenf ormel; 
Molmasse : 
Ausbeute : 
HPLC: 



Die Z-Schutzgruppe wird von Z-Phe-Pro-CH2- 
(N^CsHi) / CI" nach in 5 miniitiger Reakti- 
onszeit abgespalten. 1.0 nimol Z-geschiitz- 
tes Peptid versetzt man mit 2 ml 
HBr/Eisessig (33 %ig) und lalit es bei 
23 **C ca. 10 min rUhren. Anschlieliend wird 
im Vakuum eingeengt. Das Peptid wird als 
Hydrobromid mit Diethylether gefallt, ab- 
gesaugt und im Vakuum getrocknet. 
C20H24N3O2CI 
373.88 Da 
98 % d. Th. 

Retentionszeit: 6.9 rain, LiChrosper 100 
RP-18 (125-4), X = 220 nm, Flulirate 0.5 
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MALDI-TOF-MS m/z: 
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ml/min, isochratisch 50 % Acetonitril in 
H2O (0.1 % TFA) 

337.2 Da (M+H*, ohne Chloridanion) 



1,3. Synthase von H-Gly-Pro-Val-Pro-CH2- (N^CsHs) / CI' 

a) Z-Gly-Pro-Val-Pro-CH2- (N^CsHs) / CI" 



Strukturf omel ; 





Darstellung: 



Summenf ormel : 

Molmasse: 

HPLC: 



10 iranol z-Gly-Pro-Val-Pro-Chlormethylketon 
werden mit 2 ml Pyridin versetzt. Es wird 
4 Tage bei 23 "C geriihrt. Das Uberschtis- 
sige Pyridin wird bei 2 mbar Vakuiam abde- 
stilliert. z-Gly-Pro-Val-Pro-pyridinium- 
methylketon wird einer HPLC-Reinigung un- 
terzogen. 
C31H40N5O6CI 
614.14 Da 

Retentionszeit: 17.4 min, LiChrosorb RP 8 
Hibar, x, = ^20 nm, Flulirate 8 ml/min, 
isochratisch 50 % Acetonitril in H2O 
(0.1 % TFA) 

Retentionszeit: 5.4 min, LiChroCART 100 
RP-18 (250-4), X 220 nm, FluBrate'0.5 
ml/min, isochratisch 50 % Acetonitril in 
H2O (0.1 % TFA) 
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Retentionszeit: 17.7 min, Nucleosil 100 7 
Ce, X = 220 nm, FluBrate 5 ml/min, isochra- 
tisch 50 % Acetonitril in H2O (0.1 % TFA) 
"C-NMR (DMSO-dg) 5c: 134.4 (Ci) , 128.9 (C2, C3) , 128.2 (C4, C5) , 

129.8 (Cs), 65.3 (C) , 157.2 (Cs) , 39.0 
(C9), 165.7 (Cio), 56.0 (Cii)/ 41.6 {C12) , 

24.6 (C13), 29.0 (C14), 170.5 (C15) , 52.1 
(Cie), 171.9 (C17), 30.3 (Cis) , 18.6, .19.3 
{Ci9, C20), 58.9 (C21), 47.2 (C22), 25.0 
(C23), 29.4 (C24), 196.5 (C25)f 65.8 (C26) / 

137.9 (C21, C28)r 129.1 (C29, C30), 146.5 
(C31) 

MALDI-TOF-MS m/z: 57 9.7 Da (M+H% ohne Chloridanion) 



b) H-Gly-Pro-Val-Pro-CH2-(N*C5H5) / Cl" 



Strukturf ormel ; 




Darstellung: 



Summenf ormel : 
Molmasse: 
Ausbeute : 
MALDI-TOF-MS m/z; 



Die Z-Schutzgruppe wird von Z-Phe-Pro-CH2- 
(N*C5H4) / Cl' nach in 5 minUtiger Reakti- 
onszeit abgespalten. 1.0 mmol Z-geschtitz- 
tes Peptid versetzt man mit 2 ml 
HBr/Eisessig (33 %ig) und laiJt es bei 
23 °C ca. 10 min rUhren. Anschlieliend wird 
im Vakuum eingeengt. Das Peptid wird als 
Hydrobromid mit Diethylether gefailt, ab- 
gesaugt und im Vakuum getrocknet. 
C23H34N5O4CI 
480,0 Da 
95 % d. Th. 

443,9 Da (M+K*, ohne Chloridanion) 
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l.Abbau instabiler DP IV-Inhibitoren und ihrer maskierten 
Formen in wassriger Losung 

zur Analyse der StabilitSt der unter 1.1 und 1.2 dargestellten 
inhibitoren warden diese in wSssriger .Puf f erlOsung inkubiert 
und ihre intramolekulare Zyklisierungsreaktion mit Hilfe von 
MALDI-TOF Massenspektrometrie verfolgt (Abbildungen 2 und 3). 
Die Produkte dieser Reaktion ergeben die jeweiligen Pyrazinde- 
rivate (Abbildung 1) . 

Der Abbau von H-Phe-Pro-Pyridinium-Methylketon mit dem Moleku- 
largewicht 337.2 Da vollzieht sich unter Wasserabspaltung zum 
zyklischen Pyrazinderivat mit dem Molekulargewicht 319.2 Da 
quantitativ innerhalb von 30 Minuten (Abbildung 2). 

Der Abbau von H-Val-Pro-Pyridinium-Methylketon mit dem Moleku- 
largewicht 291.2 Da vollzieht sich unter Wasserabspaltung zum 
zyklischen Pyrazinderivat mit dem Molekulargewicht 273.2 Da 
quantitativ innerhalb von 60 Minuten {Abbildung 3) . 

Die wahrend der intramolekularen Reaktion erfolgende Ausbil- 
dung des Doppelbindungssystems des Pyrazins ermSglicht die 
quantitative Analyse des Zyklisierungvorganges mittels UV- 
Spektrometrie (Abbildung 4). Die daraus ermittelten Geschwin- 
digkeitskonstanten fur die intramolekulare Zyklisierung der 
instabilen DP IV-Inhibitoren in 0.1 M HEPES-Puf fer , pH = 7.6, 
25° C, sind in Tabelle 1 zusammengef aBt . 



Parameter der Zyklisierung instabiler DP IV-In 



Tabelle 1: 

hibitoren 

Halbwer1:szeit 



Verbindung 



k min"^ 
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(min) 


H-Val-Pro-CH2- (N^CsHs) 


8,7 * 10"" {± 4*10"^) ■ 


13,3 


H-Phe-Pro-CH2- (N^CsHj) 


1,2 * 10"^ (± 3,9*10"^) 


9,6 



Im Gegensatz dazu erwiesen sich die erf indungsgemSIien Verbin- 
dungen H-Val-Pro-CHa- (N^CsHs) und H-Gly-Pro-Val-Pro-CH2- (N^CsHs) 
iiber 24 Stunden unter gleichen Bedingungen als v5llig stabil. 



2 . Wechselwirkung instabiler DP IV-Inhibitoren bzw. erfin- 
dungsgemafle Verbindungen mit Dipeptidyl Peptidase IV in 
wassriger Ldsung 

Inkubiert man das Targetenzym DP IV mit instabilen Inhibitoren 
in Gegenwart eines Substrates, so ist initial eine Heramung des 
Enzyms zu beobachten, die durch die parallel verlaufende in- 
tramolekulare Zyklisierung des Inhibitors mit f ortschreitender 
Versuchszeit wieder nachlalit, da die Konzentration des Inhibi- 
tors in der Reaktionsl5sung durch die spontan verlaufende che- 
mische Reaktion abnimmt. Dieser Effekt ist in den Abbildungen 
5 und 6 dargestellt. Durch die zeitabhangige Konzentrationsab- 
nahme des Inhibitors nimmt die Geschwindigkeit der enzymkata- 
lysierten Hydrolyse des Substrates mit f ortschreitender Zeit 
wieder zu. 

Im Gegensatz zu den unmaskierten DP IV-Inhibitoren erweist 
sich die erf indungsgemalie Verbindung H-Gly-Pro-Val-Pro-CH2- 
(N^CsHs) iiber 24 Stunden in gepufferter waJiriger LSsung in Ab- 
wesenheit eines Enzyms als stabil. Erst durch die Zugabe des 
Enzyms DP IV {hier exemplarisch auch zur Freisetzung des DP 
IV-Inhibitors genutzt) wird unter Abspaltung des N-terminalen 
Dipeptides H-Gly-Pro-OH der aktive DP IV-Inhibitor H-Val-Pro- 
CH2-(N*C5H5) freigesetzt. Im Massenspektrum {Abbildung 7) sind 
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demzufolge selbst nach 60 Minuten Inkubationszeit noch deut- 
lich mehr als 50% der inkubierten erf indungsgemMfien Verbindung 
zu erkennen. Aufgrund dieser retardierten Freisetzung wird ne- 
ben der gewunschten effektiven Inhibierung des Zielenzyras 
uberraschenderweise auch eine deutlich verlSngerte Wirksamkeit 
bei deutlich verminderter Konzentration der erf indungsgemSBen 
Verbindung gegendber den instabilen DP IV-Inhibitoren beobach- 
tet (Abbildung 8) . 




Abbildung 1: Strukturformel des Produktes der intramolekula- 
ren Zyklisierungs von H-Phe-Pro-Pyridinium-Me- 
thylketon. Die charakteristischen chemischen 
Verschiebungen (in ppm) ermittelt mittels C- 
NMR- und ^H-NMR sind den entsprechenden Atomen 
zugeordnet. 
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MALDI-TOF-Massenspektren der Zyklisierung von 
H-Phe-Pro-Pyridinium Methylketon in wSsseriger 
Pufferlosung pH = 7,6, aufgenommen in Abhangig- 
keit von der Inkubationszeit • 
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Abbildung. 3: MALDI-TOF-Massenspektren der Zyklisierung von 
H-Val-Pro-Pyridinium Methylketon in wSsseriger 
Pufferlosung pH = 7.6, aufgenommen in Abhangig- 
keit von der Inkubationszeit . 
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Abbildiing 4: UV-Spektren einer wassrigen Losung von H-Phe- 
Pro-Pyridinium-Methylketon inkubiert in 0.1 M 
HEPES-Puffer, pH = 7.6, bei 30° C. Die Zykli- 
sierungsreaktion wurde innerhalb von 40 min 
verfolgt. 
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Zeit [min] 

Abbildung 5: Progresskurven der DP IV-katalysierten Hydro- 
lyse des Substrates H-Gly-Pro-pNA in Gegenwart 
von 2.8-10'' M H-Val-Pro-Pyridinium-Methylketon, 
0.06 i,g/ml DP IV, 4--10"'' M H-Gly-Pro-pNA im An- 

satz, 0.1 M HEPES-Puffer, pH = 7.6, 30"* C. 
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! I I I I I I 1 \ I 

0 5 10 15 20 

Zeit [min] 

Abbildung 6: Progresskurven der DP IV-katalysierten Hydro- 
lyse von H-Gly-Pro-pNA in Gegenwart von 2.1' 10"^ 
M H-Phe-Pro-Pyridinium-Methylketon, 0.06 ^g/ml 
DP IV; I.O'IO'^ mol/1 H-Gly-Pro-pNA im Ansatz, 
0.1 M HEPES-^Puffer, pH = 7.6, 30"* C. 
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Abbildung 7: 
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MALDI-TOF-Massenspektrum des Inkubationsansat- 
zes der DP IV-katalysierten Hydrolyse von H- 
Gly-Prc-pNA in Gegenwart von 2.6'10''^ mol/1 H- 
Gly-Pro-Val-Pro-Pyridinium-Methylketon, 0.06 
„g/ml DP IV, 2.0-10'' mol/l H-Gly-Pro-pNA, 0,1 M 
HEPES-Puffer, pH = 7.6, 30° C. Aufgenoinmen nach 
60 min Inkubationszeit. 
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Abbildung 8: Progresskurven der DP IV-katalysierten Hydroly- 
se von H-Gly-Pro-f*lA in Gegenwart von 2. 6" 10'^ 
mol/1 H-Gly-Pro-Val-Pro-Pyridinium-Methylketon, 
0.06 ng/ml DP IV, 2.0-10-^ H-Gly-Pro-pNA mol/1 
im Ansatz, 0.1 M HEPES-Puf f er, pH = 7.6, 30" C. 
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Paten tanspruche 

1. Verbindungen von Inhibitoren der Dipeptidyl Peptidase IV 
(DP IV), welche Verbindungen die allgemeine Formel A-B-C auf- 
weisen, wobei 

A eine Aminosaure 

B die chemische Bindung zwischen A und C Oder eine Aminosaure, 
und 

C ein instabiler Inhibitor von DP IV ist. 

2. Verbindungen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daii B 
Prolin, Hydroxyprolin, Thiazolidincarbonsaure/ Dehydroprolin, 
Pipecolinsaure, Azetidincarbonsaure Oder Aziridincarbonsaure 
ist. 

3. Verbindungen nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, dafi B Prolin oder Hydroxyprolin ist. 

4. Verbindungen nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet/ daii C ein Dipeptidderivat ist, das am C-Termi- 
nus eine aktive Carbonylgruppe aufweist, wie ein Dipeptidyl- 
Alkylketon-Derivat . 

5. Verbindungen nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB C ein Dipeptidylchloralkylketon-, eine Di- 
peptidylboronsaure-, ein Dipeptidylcyanid- oder ein Dipetidyl- 
pyridiniummethylketonrest ist. 

6. Verbindungen nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Inhibitoren in Salzform vorliegen. 

7. Verbindungen nach einem der vorstehenden Ansprtiche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi A-B ein Dipeptid der Formel lie-Pro oder 
Gly-Pro ist. 
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8. Pharmazeutische Zusammensetzung insbesondere zur oralen 
Verabreichung, dadurch gekennzeichnet, daii sie mindestens eine 
Verbindung nach einem der vorstehenden Ansprtiche gegebenen- 
falls in Kombination mit iiblichen TrSgern oder Hilfsstoffen 
enthalt . 

9. Verwendung von Verbindungen oder pharmazeutischen Zusamraen- 
setzungen nach einem der vorstehenden Ansprtiche zur Herstel- 
lung eines Medikaments zur zeitlich gesteuerten in vivo Inhi- 
bierung von DP IV, 

10. Verwendung von Verbindungen oder pharmazeutischen Zusam- 
mensetzungen nach einem der Ansprtiche 1 bis 7 zur zell-, ge- 
webs- Oder organspezif ischen Inhibierung von DP IV. 

11. Verwendung von Verbindungen oder pharmazeutischen Zusam- 
mensetzungen nach einem der Ansprtiche 1 bis 7 zur Behandlung 
von Erkrankungen von SSugern, die durch Modulation der DP IV- 
Aktivitat eines Saugers behandelt werden konnen. 

12. Verwendung nach Anspruch 10 zur Behandlung von Stoffwech- 
selerkrankungen von Menschen. 

13. Verwendung nach Anspruch 10 zur Behandlung von beeintrach- 
tigter Glukosetoleranz, Glukosurie, HyperlipidSmie, metaboli- 
schen Azidosen, Diabetes mellitus, diabetischer Neuropathie 
und Nephropathie sowie von durch Diabetes mellitus verursach- 
ten Folgeerkrankungen von Saugern. 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international searchreport has not been established inrespect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons : 

1. I I Claims Nos.: 

' — ' because they relate to subject matter not required to be searched by this Authorit\', namely: 

Observation: Although Claims Nos. 10-13 relate to a method for treatment of the 
human/animal body, the search was carried out and was based on the cited effects of the 
compound/composition. 

2. [T| Claims Nos.: 

because they relate to parts of the intemational application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful intemational search can be carried out, specifically: 

See supplemental sheet Additional Matter PCT/ISA/210 



3. I I Claims Nos.: 

' — because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6,4^a). 



Box n Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority fouiui multiple inventions in this international application, as follows: 



1 . I 1 As all required additional search fees were timely paid by the appUcant, this intemational search report covers all 

searchable claims. 

2. I [ As all searchable claims could be searched without effort justiiying an additional fee, this Author it\^ did not invite payment 

of any additional fee. 

3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this intemational search report 
' — ' covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the appUcant. Consequently, this intemational search report is 
' — ' restricted to the invention fu:st mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant ' s protest. 

I I No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

PCT/EP 99/04381 



In view of the wording of the present patent claims which makes it more diflRcult if not 
altogether impossible to determine the scope for which protection is sought, the present patent 
application does not, to a certain extent, comply with the requirements of PCX Article 6 (cf. 
also PCT Rule 6.1(a)) thus making a meaningful search unfeasible. The concept 'unstable 
inhibitor' is especially unclear. This concept is not defined in the description even though the 
difference between stabile and unstable inhibitors appears to be expressly required under the 
terms of the application (for example over the plasma half life). 

For this reason, the search was directed at the sections of the patent claims which appear to be 
supported and disclosed in the above-mentioned sense, namely at the sections pertaining to the 
compounds as cited in the examples i.e. including closely related homogeneous compounds. 

The applicant is therefore advised that patent claims or sections of patent claims laid to 
inventions for which no international search report was drafted cannot normally be the subject 
of an international preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)). Similar to the authority 
entrusted with the task of carrying out the international preliminary examination, the EPO also 
does not generally carry out a preliminary examination of subject matter for which no search 
has been conducted. This is also valid in the case when the patent claims have been amended 
after receipt of the international search report (PCT Article 19), or in the case when the 
applicant submits new patent claims pursuant to the procedure in accordance with PCT 
Chapter II. 
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Foim PCT/ISA/210 (patent family annax) (July 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



ir ationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/04381 



A. KLASSIFIZIERUNG OES ANMELDUNGSGEGENSTANOES 

IPK 6 C07K5/083 A61K38/06 



Nach der Intemationalen Patentklassif ilcation (tPK) Oder nach der nationaien Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE'GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassilikationssymboie ) 

IPK 6 C07K A61K 



Rechercftiarte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Verdffentlichungan. soweit diese unter die recherchierten Qebiete fallen 



Wdhrend der internationaien Recherche Iconsuttierte eleidronische Oatenbank (Name der Oatenbanl< und evtl. verwendete Suchbegntfe) 



C. ALSWESENTLICHANGESEHENEUNTERLAGEN 



Kategorie^ 


Bezeichnung der Verdftentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


X 


wo 93 08259 A (NEW ENGLAND MEDICAL CENTER 


1-5,7-12 




INC ;UNIV TUFTS (US)) 




29. April 1993 (1993-04-29) 






Selte 2, Zelle 18 - Zelle 35 






Se1te 6, Zeile 4 -Selte 7, Zelle 19; 






Anspriiche 






Seite 15, Zeile 6 - Zeile 19 






Seite 21, Zeile 4 - Zeile 30 




X 


WO 95 11689 A (TUFTS COLLEGE ;BACHOVCHIN 


1-5,7-12 




WILLIAM W (US)) 4. Mai 1995 (1995-05-04) 




Seite 2, Zeile 16 - Zeile 32 






Seite 8, Zeile 20 -Seite 9, Zeile 5 






Seite 15, Zeile 15 - Zeile 29; Anspruche 






-/-- 
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Weitera Verbffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamitie 



' Besondere Kategorien von angegebenen Ver6f(entlichungen 
"A" Veroffentlichung. die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht ais besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" diteres Ookument, das jedoch erst am oder nach dem internationaien 
AnmekJedatum verdffentllcht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist. einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheineh zu lassen. Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderan Im Recherchenbericht genannten VerOffentllchung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen basonderen Grund angageben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Verdffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung. 

eine Benutzung, eine Aussteilung oder andere MaBnahmen bezieht 
"P* Veroffentlichung, die vor dem Intemattonaien Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten PrioritStsdatum verdffentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationaien Anmeldedatum 
Oder dem Prioritdtsdatum verdffentlicht worden ist und mit der 
Anmekiung nicht konMierl. sondern nur zum Verstdndnts des der 
Erftndung zugrundeliegerKten Prinzlps oder der ihr zugnjndeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung: die beansprucfite Erfindung 
kann allein auf gmnd dieser Veroffentlichung nicht ais neu oder auf 
erfinderischer TStigkelt beruhend betrachtet werden 

"Y" Ver6ffentfichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht ais auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Verdffentlichungen dieser Kategorie in Veibindung gebracht wird und 
dtese Vertindung fOr einen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung. die Mitglied derselben Patentfamilte ist 
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C.(Fortsetzun9) ALS WESENTLiCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unier Angabe der In Betrachl kommenden Tetle 



Betf. Anspruch Nr. 



P,A 



DE 196 16 486 A (HANS KNOELL INST FUER 
NATURSTO) 30. Oktober 1997 (1997-10-30) 
In der Anmeldung erwahnt 
das.ganze Dokument 

J. LIN ET AL.: "Inhibition of dipeptidyl 
peptidase IV by fluoroolef in-containing 
n-pept1 dyl-O-hydroxyl ami ne 
peptidomimetics" 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA, 

Bd. 95, November 1998 (1998-11), Seiten 
14020-14024, XP002117450 
WASHINGTON US 

Seite 14023, rechte Spalte, Absatz 3 
-Seite 14024, linke Spalte, Absatz 1 
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uemascnaies Aktenzeicnan 



INTERNATIONALEB RECHERCHENBERICHT 



PCT/EP 99/04381 



FelO I Bemerkungen zu den Anspruchen. die sich als nicht recnercnierdar erwiesen naoen (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt i 



Gem^B Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspriiche kein Recherchenbericht ersteitt: 



weil sie sich auf Gegenstande beziehen. zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist n^mlich 

Bemerkung: Obwohl die Anspriiche 10-13 sich auf ein Verfahren zur Behandlung 
des menschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche 
durchgefiihrt und griindete sich auf die angefuhren Wirkungen der 
Verbi ndung/Zusammensetzung . 

weUste*sJch^auf Teile der intemationalen Anmeldung beziehen. die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen. 
daB eine sinnvolle internatkjnale Recherche nicht durchgefiihrt werden kann. namiich 



weil es sich dabei urn abh^ngige Anspruche handeit. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaflt sind. 



Feld I! Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt. dafl diese internattonale Anmeldung mehrere Erfindungen enthait: 



□ Da der Anmelder alle ertorderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat erstreckt sich dieser 
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 



□ Da fiir alle recherchierbaren Anspruche die Recherche chne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte. der eine 
zusatzllche Recherchengebiihr gerechtfertigt h^tte. hat die Behorde nicht zur Zahlung einer soichen Gebuhr aufgefordert. 



□ Da der Anmelder nur einige der erforderiichen ius^tzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
Internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche. fiir die Gebiihren entrichtet worden sind. namlich auf die 
Anspruche Nr. 



□ Der Anmelder hat die erforderiichen zusdtzllchen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der Internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst enwahnte Erfindung: diese ist in folgenden Ansprijchen er- 




siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 





Bemerkungen hinsichtllch eines Widerspruchs Die zusatzlichen GebOhren wurden 



vom Anmelder unter Wklerspruch gezahit 




Die Zahlung zusStzllcher Recherchengebuhren erfolgte ohne WkJerspaich. 



Formblan PCT/lSA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (l))(Juli 1998) 



Internationales AwenzeichenPCT/EP 99 X)4381 



WEITERE ANGABEN 



pct;isa/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 

Angesichts des Wortlauts der geltenden Patentanspruche, welche es damit 
erschwert wenn nicht gar unmoglich macht, den durch sie erstrebten 
Schutzumfang zu bestimmen, entspricht die vorliegende Patentanmeldung den 
Anforderungen des Artikels 6 PCT (vgl. auch Regel 6.1(a) PCT) In einem 
MaBe nicht, da6 eine sinnvolle Recherche undurchfuhrbar 1st. Besonders 
unklar ist hierbei der Begriff Mnstabiler Inhibitor*. Dieser Begriff 
wird In der Beschreibung nicht definiert, obwohl die Abgrenzung von 
stabilen und instabilen Inhibltoren 1m Sinne der Anmeldung 
(beispielswelse uber die Plasmahalbwertszeit) dringend erforderlich 

erscheint. ^ . ^ 

Daher wurde die Recherche auf die Telle der Patentanspruche gerichtet, 
welche 1m o.a, Sinne als gestutzt und offenbart erscheinen. nanilich die 
Telle betreffend, die Verbindungen, wie sie In den Ausfuhrungsbei spiel en 
angegeben sind, einschllessllch nahverwandter horaogener Verbindungen. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Telle von 
Patentanspruchen, auf Erflndungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normal erweise nicht Gegenstand einer 
International en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der international en vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
PrQfung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
international en Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patent anpriiche vorlegt. 



